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摘 要：采用菊薯块茎的腋芽进行生长点的剥离，通过组织培养得到 了再生植株．经双抗体 夹心酶联 

(DAS-EI ISA)法对脱毒植株进行病毒鉴定表明，脱毒的成功率为 6O ．用无毒苗的茎段(含节)、叶片作 

为外植体，筛选了从启动、增殖与分化直至生根各阶段的最适培养基，建立了简单良好的再生体系．茎段 

增殖的最适培养基为 Ms+BA 1 mg．L +NAA 0．1 mg．L_。，愈伤组织诱导的最适培养基为 Ms+BA 

0．2 mg·I +TDZ 0．01 mg．I _1+NAA 0．05 mg．L ，最适 生根培 养基 为 1／2MS+NAA 0．01 mg． 

L ．平均移栽成 活率达 8O 以上． 
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In vitro propagation of virus-free yacon (Smallanthus sonchifolius)．Journal of Zh~iang University 

(Agric．& Life Sci．)，2006，32(1)：51-55 

Abstract：The virus—free yacon was got by culturing the meristem—tip from axillary buds of its tuber．The 

cucum ber mosaic virus(CM V)was detected by DASrEI ISA．The results showed that 0．3 mm meristem— 

tip culture was an effective means for virus elimination and the ratio of virus elimination amount tO。60 

． A reliable and reproducible method for plant regeneration of yacon was developed which utilizes the 

stem(with nodes)and leaves from the virus—free plantlet as explants．The optimal proliferating shoot 

cultures medium from stems was MS supplemented with BAP 1 mg·L and NAA 0．1 mg．L_。．Highly 

regenerative callus was obtained from the leaves following cultivation on MS medium supplemented with 

BA 0．2 mg·I ．TDZ 0．01 mg·L and NAA 0．05 mg．L_。．Regenerated shoots could produce roots in 

1／2MS medium containing NAA 0．01 mg，L and the plantlets were successfully transferred tO soil，the 

survival rate being up tO 80％． 

Key words：Smallanthus sonchifolius；cucumber mosaic virus(CMV)；in vitro propagation；vitrification 

菊 薯 (Smallanthus sonchifolius syn． 

Polymnia sonchifolia)，菊科植物．原产于南美洲 
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和 日本，受到广泛的关注和应用．在 日本，其种植 

面积达到 100 hm2．其根茎含有大量的呋喃果聚 

糖 · ，热 量很 低，适合 糖 尿病 和肥胖 人 群 食 

用 ]，能够调整肠道内的微生物的组成和功能， 

并能促进矿物质特别是钙的吸收，因此是一种良 

好的糖类替代品．它的叶子脱水后可以作为保健 

茶．因此近年来在国外受到广泛的关注． 

在菊薯的繁殖方面仍存在着很多问题．它 

的结实能力很低 ，所结 的种子经常不育 j，难以 

萌发 ]，因此生产上常以块根进行繁殖．连续多 

代营养繁殖，容易造成病毒病的积累，导致产量 

和品质下降．目前已报道侵染菊薯的病毒主要 

有黄瓜花叶病毒 ]．此外，菊薯还因根结线虫病 

害造成产量降低，而使用无病害的种质 ，其产量 

可以提高30 『6· ．组织培养，尤其是利用茎尖 

分生组织进行 的离体快繁 ，可 以脱除植物病毒 

及其他病原『8]，对种质的复壮有极大的意义 ． 

对于菊薯的组织培养 ，国外学者有过较多 

的报道 ．如 Hamanda和 Silva对其腋芽增殖 的 

研究 '1o]；Santar4m对叶片诱导体细胞胚胎 的 

研究 口 等．我 国的相关报道较少 ，仅见 曾慎对 

其离体快繁做了粗略的研究口 ．本文选用菊薯 

的茎尖进行脱毒，再以无病毒苗的茎段和叶片 

作为外植体 ，对其启动 、诱导 、生根 、移栽过程进 

行 了系统 的研究，建立了快速高效 的离体快繁 

体系，以适应工厂化生产的需要． 

1 材料与方法 

1．1 材 料 

菊薯块茎由日本同行赠送． 

1．2 茎尖生长点的剥离 

将块 茎 置于 细沙 中在人工 气候 室 (25--I- 

2)℃中催芽培养 7～10 d．待培育的芽长至 1～ 

2 cm 时，选 用腋 芽作 为外植 体．流 水 冲洗 30 

min后 ，用 70 的酒精浸泡 30 S，再用 0．1％的 

升汞(内加 2～3滴吐温 T一20)消毒 8 rain，无菌 

水冲洗 3～5次后用于茎尖生长点的剥离 ． 

1．3 茎尖生长点愈伤的诱导和芽的再生 

将 0．3 mm 大 小的茎尖分 生组织 接种 到 

MS培养基上，附加 BA 2 mg．L～-I-NAA 0．1 

mg．I _。． 

1．4 再生植株叶片病毒的检测 

采用 双 抗 体 夹 心 酶 联 免 疫 吸 附 (DAS- 

ELISA)法进行检测 ．反应结果用连续波长生物 

测读仪于405 nm处读取 OD值．阳性对照采用 

确定含 CMV烟草新鲜叶组织 ；阴性对 照采用 

健康烟草 ．样品 OD 。 值／阴性 对照 OD 。 值 明 

显≥ 2，判 为 阳 性 ，样 品 OD ∞值／阴 性 对 照 

OD 。 值明显<2，判为阴性．各样品的 OD 。 值 

用 SPSS数据处理系统进行分析． 

1．5 脱毒苗茎段的增殖培养 

茎段接种到添加有 0．1～2 mg．L BA+ 

0．01～0．2 mg．L NAA 的 MS培养基上． 

1．6 脱毒苗叶片愈伤的诱导和芽的再生 

嫩叶切成 5 mm×5 mm 切块 后接种到培 

养基上．以 MS作为基本培养基，附加不同浓度 

BA、NAA、TDZ等， 

1．7 生 根 

当植株生长到 3～4 cm高时，将其转移到 

生根培养基上，生根 培养基为 MS或离子浓度 

减半的 MS，添加不同浓度的 BA和 NAA． 

上述培养基除生根加入 2 蔗糖外，其余 

均加入 3 蔗糖 ，0．56 的琼 脂，pH5．8．培养 

条件：温度(25±2)℃，光强 35 mo1．m～．s～， 

光照 16 h．d 的温室 中培养． 

2 结果与分析 

2．1 茎尖分生组织的增殖 

由于块茎数量较少 ，因此培养茎尖分生组 

织时未作培养基的筛选 ，参考一般草本植物常 

使用的激素种类与水平．经过 50 d的培养 ，茎 

尖分生组织形成少量的愈伤组织和较多的从生 

芽(4～7个)．茎尖分生组织接种的成活率达到 

71．42 (10／14)，其死亡 的主要原因可能是分 

生组织剥离太小或材料受到解剖针的烫伤． 

2．2 再生植株叶片病毒的检测 

双抗体夹心酶联的酶标板经酶标仪扫描得 

到 OD 。 值，用 SPSS数据处理系统进行分析的 

数据见表 1． 

2．3 脱毒苗茎段的增殖 

为了迅速扩大无毒苗 的数量 ，我们分别以 

脱毒苗茎段 、叶片作为外植体进行了扩大培养 ， 
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经 OD值比对及颜色反应，结果样品1、2、7、8未脱除黄瓜花叶病毒，3、4、5、6、9、10已脱除黄瓜花叶病毒，脱毒的成功率为6O％ 

并研究了植物激素的种类、浓度及组合对外植 

体增殖的影响． 

菊薯的茎段在增殖培养基上生长 5 d后 ，芽 

开始出现．大约两周后，在茎段基部就会形成丛 

生芽(图 1A)．当培养基中 NAA浓度为 0．01 mg 

． L 时，BA的浓度从 0．1 nag．I 到 2 nag．L_。， 

菊薯茎段腋芽的增殖差异不显著．当 NAA浓度 

为 0．1 nag．L 时，BA 的浓度从 0．1 nag．L 升 

至 2 nag．I 时，茎段腋芽的增殖 差异显 著，但 

BA浓度为 2 nag．L 时，尽管可以形成较多的丛 

生芽(平均 7．25个)，但形成的芽容易发生玻璃 

化(18．1％)．当 NAA浓度升至 0．2 nag．L- 时， 

BA浓度为 2 nag．L 时可以形成较多的丛生芽， 

玻璃化苗的比例也较高(23．6 )．因此经 3次实 

验重复比较得知茎段腋芽增殖 的培养基 以 MS 

+ BA 1 nag．I + NAA 0．1 nag．I 生长最为 

健壮，既可以达到高的增殖倍数，又能保证试管 

苗的健壮(表 2)． 

表 2 不同浓度 BA和 NAA对茎段腋芽增 殖的 

影响(培养 l4 d) 

Table 2 Effect of different combinations of BA and NAA on 

axillary buds proliferation(14 days culture) 

边缘首先出现，并逐步扩大到整个叶片的表面． 

黄白色的愈伤组织能在各种培养基上成功诱导， 

愈伤的诱导率接近 100 ，各培养基对愈伤组织 

的形成无差异．当愈伤组织在培养基上生长一个 

月后，陆续有丛生芽从愈伤组织上分化形成(图 

1B)．其 中在 添加 BA 0．2 nag．L +TDZ 0．01 

nag．L +NAA 0．05 nag．L 的培养基上愈伤组 

织的芽分化率最高，达到 85．4 ，每块愈伤组织 

上芽的数目最多达到了 14．33个；其次在培养基 

中添加 BA 0．2 nag．L +TDZ 0．01 nag．L_。，愈 

伤组织的芽分化率达到 78．1％，每块愈伤组织 

上芽的数 目达到了 l1．71个，二者之间差异不显 

著．由此可见低浓度 的 BA和 TDZ对 愈伤组织 

分化和芽的诱导具有一定的累加和协同效应，而 

在培养基中添加 NAA对愈伤组织的分化影响 

不大．当培养基中添加较高浓度的 BA(2 nag． 

L )或较高浓度的TDZ(0．1 nag．L )时，愈伤 

组织芽的分化率降低，达到 40 左右．每块愈伤 

组织上芽的数 目平均为 5．98个，并且不定芽 出 

了现不同程度的玻璃化现象(表 3)． 

表 3 不 同浓度的 BA、TDZ和 NAA对叶愈伤诱导和芽 

再 生的影响(培养 30 d) 

Table 3 Effect of different combinations of BA，TDZ and 

NAA on buds regeneration from leaves(30 days 

cuItui e) 

处理 cm 器 磊蠢蔷 

2．4 叶片愈伤组织的诱导和芽的再生 

叶片接种到培养基上大约 1周后，开始形成 2．5 生根及移栽 

白色或淡黄色的愈伤组织，尤其是从叶片的切 口 将长约 1．5 Cna 的植株转移到生根培养基 
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3 讨 论 

菊薯的脱毒快繁还未见报告，但该种植物的 

组培报告较多．Hamanda以Polimnia sonchifolia 

的节作 为外殖 体，只研究 了 2种 BA浓度(0．1 

nag．I ，1 nag．I )对其腋芽增殖的影响 ]．结 

果 认为在 MS培养基添加 0．1 nag．I BA对节 

部腋芽的增殖优于无激素处理的．生根培养基中 

添加 0．1 nag．I 的 IBA对提高生根率有较大的 

帮 助．Santar6m 报 告 了 以 Smallanthus 

sonchifolius叶片作为外植体诱导体细胞胚胎的 

发生，认为较适宜的诱导体细胞胚胎发生的培养 

基是在 MS培养基中添加 0．1 nag．L BA +1 

nag·I _。2，4-D或 1 nag．L_。2，4-D+1 nag．L 

cinetin̈】 
． 在我们的研究 中，以节作为外植体，1 

rag·L BA与0．1 nag．L NAA组合对节部腋 

芽的增殖效果较好 ．以叶切块(0．5 cna×0．5 cna) 

作为外植体，在低浓度的 BA(0．2 nag．L )与 

TDZ(0．01 nag．I )的 MS培养基 中可以诱导叶 

片愈伤组织的形成和芽的高频再生．TDZ作为 
一 种非嘌呤细胞分裂素类似物显示 出比传统细 

胞分裂素更强的作用，其对腋芽繁殖和不定芽的 

器官发生都有效．我们在快繁中避免使用 2，4- 

D，以防止植株变异的发生．Silva在实验 中发现 

使用植株茎段上的腋芽作为外植体优于块茎上 

的芽，因为后者污染率较高口 ．我们在实验中， 

将菊薯的块茎先用 50 多菌灵液稀释 500倍浸 

泡 30 rain，然后放在经阳光曝晒的沙中催芽，这 

样的处理使我们很容易得到了无菌的外植体．在 

实验中我们还发现 ，菊薯继代培养过程中非常容 

易发生玻璃化，这与 Mogor在 yacon的离体快繁 

中的报道一致．因此如何控制玻璃化是本实验的 

关键性问题．我们发现降低培养基中离子浓度 ， 

例如使用离子浓度减半的 MS培养基以及培养 

基中不添加 肌 醇，甚 至选 用离 子浓 度更 低 的 

WPM 培养基都可以有效地控制玻璃化．降低培 

养基中的细胞分裂素的浓度 ，继代培养时 BA使 

用浓度降至 0．2～0．5 nag．I ，甚至不使用细胞 

分裂素，培养时提高容器中的透气性等措施均可 

有效控制玻璃化苗的出现． 
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